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两 株 棉铃 虫 胚胎 新 细胞 系 的 建立 及 其 对 
杆 状 病毒 侵 染 的 反应 
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摘要 : 昆虫 细胞 系 的 建立 在 病毒 学 和 昆虫 学 等 领域 的 研究 和 应 用 中 发 挥 着 重要 的 作用 。 本 研究 由 棉铃 虫 Helicoverpa 
armigera 胚胎 组 织 建立 了 两 株 细胞 系 , 分别 命名 为 QB-Ha-E-1 和 QB-Ha-E-5, 在 含 10% 胎 牛 血清 的 TNM-FH 培养 基 
中 已 传代 60 余 代 。 两 株 细胞 系 均 以 圆 形 和 短 梭 形 细胞 为 主 。DAF 鉴定 结果 表明 , 两 株 细胞 系 均 来 源 于 棉铃 虫 胚 胎 ， 
其 扩 增 谱 带 与 其 他 几 种 昆虫 细胞 系 明 显 不 同 ; QB-Ha-E-1 和 QB-Ha-E-5 的 第 30 代 细 胞 群体 倍增 时 间 分 别 为 63.7 h 
和 66.9 h。 两 株 细胞 系 均 能 被 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 (HaSNPV ) RR, 4 d 的 感染 率 分 别 为 86. 6% 和 56.5%, XH 
WEE Mamestra brassicae 核 型 多 角 体 病毒 (MbNPV)7 d 的 感染 率 均 为 15% AA, 但 对 首 蒂 银 纹 夜 蛾 Autographa 
californica 核 型 多 角 体 病毒 (AcMNPYV ) 侵 染 的 反应 不 同 。DAPI 染色 和 基因 组 DNA 电泳 结果 表明 ，AcMNPY 可 诱导 
QB-Ha-E-5 细胞 发 生 凋 亡 , 极 少数 细胞 内 可 形成 多 角 体 , 但 不 能 诱导 QB-Ha-E-1 细胞 发 生 凋 亡 , 其 感染 率 为 55.3% ; 
两 株 细胞 系 均 可 被 1.25 jg/mL 的 放 线 菌 素 D 诱导 发 生 凋 亡 。 两 株 细胞 系 具有 相同 的 遗传 背景 , 但 对 AcMNPV 侵 染 
的 反应 不 同 , 可 作为 昆虫 病毒 和 细胞 之 间 相 互 关系 以 及 细胞 凋 亡 机 制 研 究 的 理想 材料 。 
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Establishment of two new cell lines from the embryonic tissue of 
Helicoverpa armigera ( Lepidoptera. Noctuidae ) and their responses to 


baculovirus infection 

ZHENG Gui-Ling'^, LI Chang-You”, ZHOU Hong-Xu”, LI Shu-Wen”, LI Guo-Xun”*, XUE Ming” * 
(1. College of Plant Protection, Shandong Agricultural University, Tai' an, Shandong 271018, China; 
2. A Center for Advanced Invertebrate Cell Culture and Cell Engineering, Qingdao Agricultural University, 
Qingdao, Shandong 266109, China) 

Abstract: The development of insect cell lines plays a significant role in research and application of virology 
and entomology. Two new cell lines, 7. e., QB-Ha-E-1 and QB-Ha-E-5, were established from the 
embryonic tissue of Helicoverpa armigera ( Lepidoptera: Noctuidae). The cell lines had been subcultured 
over 60 passages in TNM-FH medium supplemented with 10% fetal bovine serum. Each cell line has two 
major morphological types, round cells and spindle-shaped cells. DNA amplification fingerprinting ( DAF) 
analysis indicated that DNA profiles of the two cell lines were similar but distinctly different from cell lines 
of several other insects, suggesting that both originated from the embryonic tissue of H. armigera. The cell 
doubling time of the 30th passages of QB-Ha-E-1 and QB-Ha-E-5 were 63. 7 h and 66.9 h, respectively. 
Both the cell lines could be infected by H. armigera single nucleopolyhedrovirus ( HaSNPV ) with the 
infection rates of 86.6% and 56.5% , respectively, 4 d post infection ( p. i. ). Approximately 15% of the 
two cell lines were infected by Mamestra brassicae nucleopolyhedrovirus (MbNPV) 7 d p.i. The two cell 
lines had differential responses to Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus ( AcMNPV ) 
infection. The results from the fluorescent staining with DAPI and electrophoresis of genomic DNA indicated 
that QB-Ha-E-5 cell line had typical apoptotic response following AcMNPV infection, but QB-Ha-E-1 cell 
line, with the AcMNPV infection rate of 55. 3% , appeared anti-apoptosis. Actinomycin D could induce 
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apoptosis of the two cell lines at the concentration of 1. 25 ug/mL. Therefore, the two cell lines can be used 


as ideal materials to study interactions between insect viruses and insect cells. 


Key words: Helicoverpa armigera; embryonic cell line; baculovirus; infection; apoptosis 


昆虫 细胞 系 是 病毒 学 研究 的 重要 工具 , 作为 新 
型 生物 反应 兹 生产 生物 农药 和 有 重要 价值 的 重组 怎 
H, 在 生物 学 、 农 业 以 及 医学 等 领域 发 挥 厦 重 要 的 
作用 (Granados et wj.,，2007 ) 。 同 时 昆虫 细胞 系 在 细 
胞 凋 亡 的 诱导 和 机 制 研究 、 基 因 表 达 和 功能 研究 以 
及 新 化 学 杀 虫 剂 的 短 选 等 研究 领域 的 应 用 日 益 受 到 
人 们 的 关注 (Smagghe et al., 2009) ， 建 立新 的 细胞 
R, 并 从 中 发 据 具 有 特殊 功能 和 生物 学 特性 的 细胞 
系 将 具有 重要 的 意义 。 自 Grace(1962) 首次 成 功 建 
立 传代 的 核 看 Antheraea eucalypti 细胞 系 以 来 , 已 从 
100 多 种 昆虫 中 建立 了 500 多 株 细 胞 系 (Lynn， 
2001, 2007, Smagghe et al., 2009) 。 

棉铃 虫 Helicoverpa armigera 是 杂食 性 世界 农业 
害虫 , 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 ( HaSNPV ) 作为 其 重 
要 病原 之 一 , 在 棉铃 虫 的 可 持续 控制 中 发 挥 着 重要 
作用 (Sun and Peng, 2007). Ai #4 R AH HBSS FE J 
REIA ERATE EME AOL tbl d DS] S T3] 8 Sp BE a 
FE AG Bs AS UTI BI UAE POSTE Y STR, n] 
时 为 离 体 条 件 下 研究 棉铃 虫 的 细胞 遗传 学 、 生 理学 
和 抗 性 机 理 等 提供 了 理想 的 手段 。 棉 铃 虫 细胞 培养 
和 细胞 系 的 建立 始 于 20 世纪 70 年 代 ( 谢 天 恩 等 ， 
1980), 目前 国内 外 建成 的 棉铃 虫 细胞 系 有 10 R 
RR, TRM TF BB ES ( Melntosh et al., 1983; Su et 
al., 1987; Kolokol’ tsova et al., 1995). If 2H HE 
(Sudeep et al., 2002b). HE Hj 1% ( Zhang et al., 
2006) . 表皮 (Shao et al., 2008) 和 胚胎 (Sudeep et 
al., 2002a) 。 虽 然 前 人 在 这 方面 做 了 大 量 工作 , fH 
仍然 缺少 对 病毒 高 度 敏感 及 具有 特殊 功能 的 细胞 
FR, 难以 满足 基础 研究 和 实际 应 用 的 需要 。 本 人 研究 
以 棉铃 虫 胚胎 组 织 为 材料 ,建立 并 往 选 获得 了 两 株 
细胞 系 , 对 其 生物 学 特性 进行 了 鉴定 , 阐明 了 两 株 
细胞 系 对 昆虫 杆 状 病毒 侵 染 的 不 同 反 应 ， 为 昆虫 病 
毒 和 细胞 之 间 相 互 关系 以 及 细胞 凋 亡 机 制 等 研究 芮 
定 了 基础 ,结果 报道 如 下 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 与 试剂 


1.11 贷 试 棉铃 虫 : 实验 室内 人 工 饲 料 连续 饲养 
的 室内 种 群 。 


1.1.2 供 试 细胞 系 : 棉铃 虫 胚胎 细胞 系 QB-Ha-E- 
1 和 QB-Ha-E-5 由 本 实验 建立 Jd A x UR 
Trichoplusia ni Wf Hg A BTI-Tn5B1-4 ( High Five) 
和 草地 夜 蛾 Spodoptera frugiperda 卵巢 细胞 系 SE-9 pH 
美国 康 奈 尔 大 学 BTI 研究 所 Granados 博士 惠 赠 ， 粘 
HR Mythimna separata lf la AA ad A QB-Ms-E-10 和 华 
北大 黑 鲁 金龟 Holotrichia oblita HG ZH Aa A QB-Ho- 
E-3 由 本 实验 室 李 长 友 博 士 建 立 并 保存 (未 发 表 资 
料 ) 。 
1.1.3 供 试 病毒 : 14483 TE X Autographa 
californica 核 型 多 角 体 病毒 (AcMNPYV ) 由 美国 康 奈 
尔 大 学 BTL 研究 所 Granados EEIN, 棉铃 虫 核 型 
多 角 体 病毒 (HaSNPV) 由 中 国 科学 院 武汉 病毒 研究 
所 胡 志 红 人 研究员 提供 ,甘蓝 夜 蛾 Mamestra brassicae 
核 型 多 角 体 病毒 ( MbNPV ) 由 本 实验 室 保存 。 
1.1.4 培养 基 和 血清 : TNM-FH 昆虫 细胞 培养 基 
由 Grace 培养 基 ( Invitrogen 公司 ) 加 入 0.3% 的 水 解 
LE (Becton Dickinson 公司 ) 和 0.3% 的 酵母 粉 
( Mediatch Cellgro 公司 ) 改进, 并 辅 以 15% 或 10% 
的 胎 牛 血清 (MD Genics 公司 ) o 
1.1.5 生化 试剂 : 基因 组 DNA 纯化 试剂 盒 
MagExtractor? -Genome 为 TOYOBO 公司 产品 ; 引物 
aldolase-F ( CCGGAGCAGAAGAAGGAGCT ) 和 
aldolase-R ( CACATACTGGCAGCGCTTCA ) 由 上 海 生 
工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 ; RER D 
(actinomycin D) fll 4',6- — pk 3E 2-5 SENG] E (4^, 6- 
diamidino-2-phenylindole, DAPI) lj E] Sigma 公司 ; 
EAR K HIDE SR H Invitrogen 公司 ; DNA 分 
子 量 标准 、Tag DNA EA BR dNTPs 和 RNase A WA H 
北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 。 
1.2 棉铃 虫 胚胎 细胞 的 原 代 培 养 

参照 Meng 等 (2008 ) 方 法 , 收集 新 产 24 h 内 的 
棉铃 虫 卵 约 200 粒 , 在 超 净 工作 台 内 经 10% KAM 
钠 和 75% 酒 精 分 别 消毒 5 min, DAKE 3 次 , 再 
用 TNM-FH 培养 基 洗 1 次 , 将 卵 粒 转移 至 孔径 
100 um rp, EF RA 10 mL 含 15% 胎 牛 血 
ij TNM-FH 培养 基 的 培养 下 中 , AKRA R HF 
磨 卵 粒 , 将 1.5 mL 细胞 滤液 移入 装 有 3.5 mL 培养 
基 的 25 cm 培养 瓶 ( Coming 公司 ) 中 , MARKE 
素 至 终 浓度 100 pg/mL, 置 于 28% 培养 箱 中 静 置 培 
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Jt. 在 倒置 相差 显微镜 IX71( Olympus 公司 ) 下 观 
Be, 根据 细胞 的 生长 状态 , 每 隔 10 ~15 d 更 换 不 同 
比例 的 新 鲜 培 养 基 。 
1.3 ”棉铃 虫 胚胎 细胞 的 传代 培养 

待 原 代 培 养 的 细胞 生长 并 铺 满 25 cm 培养 瓶 
HJE, 在 超 净 工作 台中 用 吸管 轻 轻 吹 打 贴 壁 细胞 ， 
制 成 细胞 悬 液 。10 代 前 以 2:3 的 比例 ( 取 2 mL 4 
胞 悬 液 加 入 3 mL 新 鲜 培 养 基 ) 传 代 , 待 细胞 稳定 传 
f& 10 代 后 , 将 培养 基 中 的 血清 浓度 降 至 10% ， 以 
1:4 的 比例 进行 传代 , 20 代 后 细胞 在 含 10% 胎 牛 血 
清 的 TNM-FH 培养 基 中 生长 稳定 , TE 28°C ARTE P 8E 
隔 4 ~5 d 传代 一 次 , IIS V. Y Sgt PR o E RR BS 
传代 细胞 系 并 命名 。 在 倒置 相差 显微镜 下 观察 细胞 
系 的 形态 并 拍照 ,细胞 大 小 通过 显 徽标 斥 进 行 测 
量 , 每 株 细胞 系 随机 测量 100 个 细胞 。 
1.4 hf A DNA 扩 增 产物 指纹 ( DNA 
amplification fingerprinting, DAF) 鉴定 

参照 基因 组 DNA 纯化 试剂 盒 (TOYOBO ) 操作 
说 明 , 提取 各 细胞 系 和 棉铃 虫 卵 基 因 组 DNA, SM 
Melntosh 等 (1996 ) 的 方法 , 使 用 引物 aldolase-F 和 
aldolase-R 进行 PCR PIÉ, 反应 体系 为 10 x PCR 
Buffer 4 uL, 2.5 mmol/L dNTPs 4 uL, 10 pmol/L 5| 
物 各 1 uL, Taq DNA 聚合 酶 ($ U/uL)0.5 uL, 360 
ng 基因 组 DNA 模板 , 加 水 至 40 kwL。 反 应 条 件 为 
95°C 预 变 性 2 min， 然 后 99% 变性 $ s, 40% 退火 
1 s, 72°C 延伸 30 s, 40 个 循环 后 , 72°C 延伸 $ min, 
PCR 产物 用 1.5% 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 。 
1.5 细胞 生长 曲线 和 群体 倍增 时 间 的 测定 

取 第 30 代 的 对 数 生 长 期 细胞 , 用 血球 计数 板 
计数 后 , 用 培养 基 稀 释 到 2 x 10° 细胞 /mL 的 浓度 ， 
加 到 25 cm 培养 瓶 中 , AIHA S mL, 28C 条 件 下 培 
养 。 每 天 取 3 瓶 细胞 ,血球 计数 板 计数 , 计算 细胞 
的 浓度 , 绘制 细胞 生长 曲线 ,并 按 Hayflick (1973) 
的 方法 计算 细胞 群体 倍增 时 间 。 
1.6 细胞 对 病毒 的 敏感 性 测定 

取 对 数 生长 期 细胞 , 按 2.0 x 10° 细胞 / 孔 的 量 
FEA 24 孔 细 胞 培养 板 (Becton Dickinson 公司 ) 中 ， 
每 筷 1 mL; 28035352 h 使 细胞 贴 壁 , 吸 去 培养 基 ， 
以 感染 复数 (multiplicity of infection, MOI) 为 10 的 
病毒 量 接种 , 在 对 细胞 系 进行 病毒 敏感 性 初步 租 选 
时 ,只 接种 HaSNPV， 进一步 测 定时 分 别 接 入 
HaSNPV, MbNPV 和 AcMNPV 等 3 种 杆 状 病 毒 ， 每 
个 处 理 重复 3 次 。 置 于 垂 二 拖 床 上 缓慢 摇动 , 吸附 
1 h 后 弃 去 病毒 液 , 每 孔 加 入 1 mL 新 鲜 培养 基 ， 


28 人 培养 箱 中 培养 。 不 同时 间 在 倒置 显微镜 下 检查 
病毒 侵 染 结果 并 拍照 ,以 细胞 内 形成 病毒 多 角 体 作 
为 感染 指标 , 计算 病毒 的 感染 率 。 
1.7. 对 放 线 菌 素 D 反应 的 测定 

参照 Zheng 等 (2005 ) 的 方法 , 取 对 数 生长 期 细 
胞 , 按 2x10 细胞 /mL 的 浓度 , 加 到 25 cm 培养 瓶 
中 , BES mL, 28°C 下 静止 培养 使 其 贴 壁 2 h, 用 
不 同 浓度 的 放 线 菌 素 D(0.315, 0.625, 1.25, 2.5, 
5.0, 10.0 和 20.0 pg/mL) 4638 1 h, 每 个 浓度 人 处理 
3 瓶 细胞 。 然 后 换 成 新 鲜 培 养 基 , 28C 下 培养 24 h, 
观察 细胞 凋 亡 情况 , 用 台 盼 蓝 染 色 并 计数 , 计算 细 
胞 存活 率 。 
1.8 细胞 凋 亡 的 DAPI RHA BM 

取 对 数 生长 期 细胞 , HE 2 x 10° 细胞 /mL B Y 
BE, 接种 到 6 孔 细 胞 培养 板 ( 板 中 预先 放 有 闭 玻 户 ) 
中 , 每 孔 接 种 3 mL。AcMNPV Piek Wz D 处 理 
细胞 方法 同 1.6 00 1.7, 每 个 处 理 重 复 3 次 。24 h 
后 , 弃 培 养 基 , PBS 洗 2 次 , 3.7% 甲醛 固定 细胞 
30 min, 再 依次 用 3096, 50% , 70% , 90% 和 无 水 
乙醇 脱水 , 每 次 3 min。 以 4 pg/mL 的 DAPI 染色 
30 min, RETKA, 倒 扣 于 载 玻 片 上 , KIEM 
镜 下 观察 拍照 。 
1.9 基因 组 DNA 的 提取 与 电泳 分 析 

取 AcMNPV AIR az D 处 理 的 细胞 和 对 照 
细胞 ,12 000 r/min 离心 min, A Ei, PBS %2 
次 。 离 心 后 的 细胞 沉淀 , 用 TES (10 mmol/L Tris- 
HCl, 1 mmol/L EDTA, pH 8. 0, 0. 5% SDS, 
20 pe/mL RNase A) 重 悬 细胞 , MEH K BAR 
度 为 100 pg/mL, 37C7K 43 h。 依 次 用 酚 ,， 酌 : A 
仿 : 异 成 醇 (25:24: 1) ,氯仿 : 异 成 醇 (24:1) d, 
取水 相 加 1/10 体积 的 3 mol/L 醋酸 钠 和 2 倍 体积 
的 无 水 乙醇 ，- 20% HAUTE DNA, 13 000 r/min 
离心 10 min, 70% 酒精 洗涤 沉 省 ， 目 然 干燥 后 溶 于 
50 uL KAKF, 1.5% 3i BE PESE be Fa, DICES QU] 


2 结果 与 分 析 


2.1 棉铃 虫 胚胎 细胞 系 的 建立 

从 2007 年 8 月 开始 进行 棉铃 虫 胚胎 细胞 的 培 
Jr, 在 含 15% 胎 牛 血 清 的 TNM-FH 培养 基 中 ， 部 分 
原 代 培养 的 细胞 经 历 了 细胞 贴 辟 、 形 成 网 状 组 织 以 
及 从 中 不 断 产 生 新 细胞 等 过 程 , 而 有 些 原 代 培 养 的 
细胞 在 更 换 培 养 基 后 悬浮 ,细胞 量 减 少 , ET 
死亡 被 淘汰 。 原 代 培 养生 长 最 快 的 历时 近 5 TA, 


170 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


细胞 逐渐 铺 满 瓶 底 , 开始 第 1 次 传代 ,10 d 后 进行 
了 第 2 次 传代 , 以 后 根据 细胞 的 生长 状态 适当 调整 
传代 时 间 和 更 换 培 养 基 的 比例 。 随 着 细胞 的 增殖 能 
力 不 断 加 强 , 传代 时 间 不 断 缩短 , 10 代 后 一 般 4 ~ 
5 d 可 传代 一 次 , 细胞 生长 逐渐 稳定 , 将 培养 基 中 胎 
牛 血清 的 含量 降 至 10%, 继续 培养 至 20 代 , 细胞 
生长 状态 良好 , 且 稳 定 传代 , 细胞 系 建立 成 功 。 共 
从 14 瓶 原 代 培 养 细 胞 中 先后 建立 了 5 PRA a E 
A, 在 对 其 生长 特性 和 病毒 敏感 性 进行 了 初步 测定 
后 , 选择 了 2 株 生 长 稳定 且 对 HaSNPV 敏感 的 细胞 
系 用 于 进一步 的 研究 , 分 别 命名 为 QB-Ha-E-1 和 
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QB-Ha-E-5, 截至 发 稿 时 为 止 ， 两 株 细胞 系 已 分 别 
传 至 72 代 和 65 Ro MER 3 株 细胞 系 对 HaSNPV 
的 感染 率 均 在 1096 UT, 未 进行 进一步 的 测定 。 

两 株 细胞 系 均 为 贴 壁 生长 , 细胞 形态 均 呈 圆 形 
和 短 梭 形 ， 其 中 QB-Ha-E-1 圆 形 细 胞 的 比例 占 
64.6% , 直径 为 (13. 96 +2.03) um, 梭 形 细胞 比例 
为 35.4% , 大 小 为 (28.80 +5.64) um x (13. 18 + 
1.80) pm( 图 1: A); QB-Ha-E-5 圆 形 细 胞 的 比例 
ili 60.6% , 直径 为 (15.72 +3.09) um, 梭 形 细胞 比 
例 为 39.4% , 大 小 为 (29.28 +7.12) um x (13. 93 
£2.51) um( 图 1: B), 





图 1 棉铃 虫 豚 胎 细胞 系 QB-Ha-E-1(A) 和 QB-Ha-E-5(B) 的 形态 
Fig. 1 Morphology of two cell lines, QB-Ha-E-1 (A) and QB-Ha-E-5 (B), established from the embryonic tissue of Helicoverpa armigera 


2.2 细胞 系 DAF 鉴定 

提取 棉铃 虫 卯 和 几 种 昆虫 细胞 系 的 基因 组 
DNA, 以 引物 aldolase-F 和 aldolase-R 进行 扩 增 ， 
DAF 电泳 结果 见 图 2。 两 株 棉 铃 虫 胚胎 细胞 系 的 
DAF 图 谱 一 致 , 与 棉铃 虫 卵 DNA 的 扩 增 图 谱 也 基 
本 一 致 ， 只 有 一 条 谱 带 ( 约 1.3 kb) 的 亮度 不 同 (图 
2 PERRITA), ， 而 与 粉 纹 夜 蛾 .草地 夜 蛾 、. 粘 虫 和 
华北 大 黑 鳃 金色 等 其 他 几 种 昆虫 细胞 系 的 扩 增 图 谱 
明显 不 同 , DLA PARAM Hed AU AS ER o 
2.3 细胞 生长 曲线 和 群体 倍增 时 间 

测定 了 两 株 细 胞 系 第 30 代 细 胞 的 生长 情况 ， 
以 培养 时 间 为 横 坐 标 , 以 细胞 密度 对 数 为 纵 坐 标 ， 
绘制 细胞 生长 曲线 (图 3) 。 两 株 细胞 系 的 生长 趋势 
没有 显著 差别 , 培养 24 h 细胞 密度 变化 不 大 , 增长 
Ble, 48 h 后 细胞 生长 开始 加 速 , BRAK, 
到 168 h 细胞 密度 达到 最 高 , 分别 为 1.24 x 10° ”和 
1.14 x 10° 细胞 /mL, 之 后 由 于 营养 缺乏 和 生长 空 
HZR, 细胞 聚 堆 、 生 长 缓慢 ,细胞 密度 下 降 。 经 
计算 ，QB-Ha-E-1 Al QB-Ha-E-5 的 群体 倍增 时 间 分 
别 为 63.7 h 和 66.9 h, 





图 2 棉铃 虫 卵 和 几 种 昆虫 细胞 系 的 DAF 电泳 图 谱 
Fig. 2 DAF profiles of Helicoverpa armigera eggs and 


several insect cell lines 

M; DNA 分 子 量 标准 DL2000 Marker; 1: 棉铃 虫 卵 H. armigera eggs; 
2: nS AGHA AU QB-Ha-E-1 H. armigera embryonic cell line QB- 
Ha-E-1; 3; 棉铃 虫 胚胎 细胞 系 QB-Ha-E-5 H. armigera embryonic cell 
line QB-Ha-E-5 ; 4: HARIRI Ha ANA AK BTI-TnS B14 Trichoplusia ni 
embryonic cell line BTI-TnSB14; 5; Hi Hb WY IR ON K AH a KR Sf-9 
Spodoptera frugiperda ovarian cell line Sf-9; 6: 粘 虫 胚胎 细胞 系 QB- 
Ms-E-10 Mythimna separata embryonic cell line QB-Ms-E-10; 7: 华北 大 
mau fe Wadi Z& QB-Ho-E-3 Holotrichia oblita embryonic cell line QB- 
Ho-E-3. 箭头 示 有 不 同 处 The arrow shows where there are differences. 
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Fig. 4 Cytopathology of two cell lines, QB-Ha-E-1 and QB-Ha-E-5, from the embryon 
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图 6 AcMNPV FIA AR D 处 理 棉 铃 虫 胚胎 细胞 系 
QB-Ha-E-1 和 QB-Ha-E-5 后 基因 组 DNA 的 电泳 分 析 
Fig. 6 Electrophoresis of the genomic DNA from two cell lines, 
QB-Ha-E-1 and QB-Ha-E-5, from the embryonic tissue of 


Helicoverpa armigera treated with AcMNPV and actinomycin D 
M; DNA 分 子 量 标准 DL 2000 plus II Marker; 1, 2: QB-Ha-E-5 和 
QB-Ha-E-1 对 照 细 胞 Untreated QB-Ha-E-5 and QB-Ha-E-1 cells; 3, 
4: AcMNPV 感染 的 QB-Ha-E-5 和 QB-Ha-E-1 细胞 QB-Ha-E-5 and 
QB-Ha-E-1 cells infected with AcMNPV; 5, 6; WAHA D 处 理 的 QB- 
Ha-E-5 和 QB-Ha-E-1 细胞 QB-Ha-E-5 and QB-Ha-F-1 cells treated 


with actinomycin D. 


不 同 组 织 来 源 的 细胞 系 生物 学 特性 不 同 , 特别 是 对 
病毒 的 敏感 性 存在 很 大 差异 。Sudeep 等 (2002 ) Œ 
立 的 棉铃 虫 胚胎 细胞 系 对 AcMNPV 和 和 斜纹 夜 蛾 
Spodoptera litura 核 型 多 角 体 病毒 (SIMNPV )4 d 的 感 
染 率 分 别 为 10% 和 30% , 对 HaSNPV 尤为 敏感 ， 
7 d 的 感染 率 超过 90% 。Shao 等 (2008 ) 建立 的 棉铃 
虫 表皮 细胞 系 则 对 HaSNPV 的 感染 率 较 低 , 但 感染 
ee 
WR, 均 来 源 于 棉铃 虫 的 胚胎 组 织 , 遗传 背景 、 细 
胞 形态 、 生 长 特性 以 及 对 放 线 菌 素 D 的 反应 均 没 有 
表现 出 差异 , 但 对 杆 状 病毒 侵 染 的 反应 不 同 , 对 同 
源 宿主 病毒 HaSNPV 的 感染 率 有 一 定 差 别 , 特别 是 
对 异 源 答 主 病毒 AcMNPV 侵 染 的 反应 差异 明显 。 
虽然 两 株 细胞 系 均 来 源 于 胚胎 组 织 , 其 中 是 由 各 种 
类 型 的 细胞 混合 组 成 , 在 建 系 和 传代 等 培养 过 程 
中 , 可 能 某 类 细胞 逐渐 占据 优势 ,从 而 表现 出 不 同 
的 细胞 生理 功能 。 

昆虫 细胞 系 作为 病毒 学 研究 的 基本 工具 ,建立 
和 筛选 对 病毒 敏感 的 优良 细胞 系 ( 株 ) 意义 重大 
，2009 ) 。 本 研究 建立 的 QB-Ha-E-1 
细胞 系 对 HaSNPV 和 AcMNPV 均 比 较 敏 感 , 4 d 对 
HaSNPV 的 感染 率 为 86. 6% ,生物 测定 结果 (未 列 
HRH, 用 该 细胞 系 离 体 增殖 的 HaSNPV 与 棉铃 


( Smagghe et al. 


虫 活体 增殖 的 病毒 毒 力 水 平 相当 , 因此 , 该 细胞 系 
为 HaSNPV 的 增殖 和 病毒 杀 虫 剂 的 生产 提供 了 新 的 


离 体 材料 。 同 时 该 细胞 系 对 ACMNPV 的 感染 率 为 
55.396 ,有 必要 继续 进行 细胞 克隆 ,筛选 更 加 敏感 


和 高 产 的 细胞 株 用 于 杆 状 病毒 表达 载体 系统 生产 重 
HEAT. 

诱导 细胞 发 生 凋 亡 的 因素 很 多 ， 如 激素 、 辐 射 、 
细胞 毒性 剂 等 , 病毒 感染 有 时 也 可 以 诱导 细胞 发 生 
凋 亡 ( 姚 伦 广 等 , 2002) 。 有 报道 AcMNPV 可 诱导 
E TK XH Qu HR Spodoptera SL2 细胞 
( Chejanovsky and Gershburg, 1995 )、 美 洲 粘 上 虫 
Pseudaletia unipuncta 胚胎 细胞 (Wang et al., 1999) 、 
ZAHN UK Choristoneura fumiferana 细胞 (Palli et 
al., 1996) 和 棉铃 虫 表皮 细胞 HaEPi (Shao et al., 
2008) 等 发 生 凋 亡 , 本 研究 建立 的 QB-Ha-E-5 细胞 
对 AcMNPV 侵 染 的 反应 与 以 上 人 研究 结果 一 致 。 放 
RER D 是 RNA 合成 抑制 剂 , 具有 较 强 的 诱导 细 
fava TW HE, AEA, WAR A D 和 
AcMNPV 均 能 诱导 QB-Ha-E-5 细胞 发 生 凋 亡 ， 放 线 
AR D 同样 能 诱导 QB-Ha-E-1 细胞 发 生 凋 亡 , 但 
AcMNPV 不 能 诱导 其 凋 亡 。 从 以 上 结果 可 以 推测 ， 
WRAZ D 和 AcMNPV 诱导 细胞 凋 亡 的 机 制 可 能 
不 同 。 有 报道 , AcMNPV 中 具有 编码 抗 细 胞 凋 亡 的 
基因 p35( 包 人 月 等 ,2006), 为 何在 不 同 的 细胞 中 
抑制 细胞 凋 亡 的 能 力 不 同 , 可 能 是 抗 细胞 凋 亡 基因 
在 QB-Ha-E-1 细胞 中 受到 和 宿主 某 个 因子 的 影 啊 不 
表达 或 表达 产物 活性 受到 抑制 ,其 宿主 的 调 忆 机 制 
还 有 待 进行 深入 研究。 本 研究 建立 的 两 株 细胞 系 遗 
传 背景 相同 但 对 细胞 凋 亡 的 反应 机 制 不 同 , 是 研究 
杆 状 病毒 模式 种 AcMNPV 和 昆虫 细胞 之 间 相 互 关 
系 和 细胞 凋 亡 机 制 的 理想 材料 。 
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